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O uso de pesticidas tem aumentado consideravelmente para atender às 
necessidades socioeconômicas de muitos países, entretanto, o uso indiscriminado 
desses produtos químicos tem contribuído para a contaminação de organismos e 
ecossistemas. Os herbicidas a base de glifosato são muito utilizados devido ao custo 
relativamente baixo e excelente eficiência na eliminação de ervas daninhas. Além de 
sua elevada eficácia esse herbicida é classificado como pouco tóxico sendo 
rapidamente convertido ao seu principal metabólito, embora, estudos apontem 
possíveis efeitos deletérios para organismos e o ambiente. Nesse contexto, o 
objetivo desse trabalho foi desenvolver e validar um método analítico para a 
determinação de glifosato e seu metabólito AMPA em águas superficiais, utilizando o 
procedimento de extração em fase sólida e derivatização por cromatografia liquida 
de alta eficiência com detector UV-Vis (CLAE-UV-Vis). O desenvolvimento do 
método foi feito avaliando-se algumas condições cromatográficas e a que 
apresentou melhor resolução dos picos dos analitos foi fase móvel com composição 
inicial de tampão KH2PO4:acetonitrila (70:30) até 2 minutos, com aumento de 
acetonitrila a uma razão de 15 % min-1 até 5 minutos (25:75), mantendo essa 
proporção até 17 minutos, fluxo de 0,8 mL min-1, coluna de fase reversa (C18) e 
detecção no comprimento de onda 206 nm. Nessas condições foram obtidos tempos 
de retenção de 3,5 para glifosato e 7,0 para AMPA. O procedimento de extração em 
fase sólida mostrou-se eficiente na extração e pré-concentração de GLY e AMPA 
com porcentagens de recuperação de 83 a 88% e 88 a 91%, respectivamente. A 
reação de derivatização possibilitou a detecção dos analitos pela técnica de CLAE-
UV-Vis. Alguns fatores importantes no processo de derivatização foram avaliados e 
a condição que apresentou os melhores resultados foi razão molar de 1:25, tempo 
de agitação de 5 minutos, tempo de reação de 20 minutos em temperatura 
ambiente. Os limites de detecção e quantificação da metodologia proposta foram de 
10,0 e 25,0 µg L-1 para GLY e 6,0 e 18,0 µg L-1 para AMPA, respectivamente. Além 
disso, o método proposto apresentou boa seletividade, linearidade, precisão e 
exatidão, mostrando-se como uma alternativa para a verificação do atendimento da 
legislação quanto aos valores máximos permitidos. As concentrações de GLY e 
AMPA nas amostras de água superficial estão abaixo do limite de detecção da 
metodologia proposta. 
 





The use of pesticides has increasing considerably to meet the socioeconomic 
needs of many countries, however, the indiscriminate use of chemicals has 
contributed to a contamination of organisms and ecosystems. Glyphosate-based 
herbicides are widely used because of the low cost and excellent weed elimination 
efficiency. In addition to its high efficacy, this herbicide is classified as low toxic and 
is rapidly converted to its main metabolite, however, studies point to possible 
deleterious effects on organisms and the environment. In this context, the objective 
of this paper was to develop and validate an analytical method for the determination 
of glyphosate and its metabolite AMPA in surface waters, using the procedure of 
solid-phase extraction and derivatisation by high-performance liquid chromatography 
with UV-Vis detector (HPLC-UV-Vis). The development of the method was performed 
through the evaluation of some chromatographic conditions and the one with the best 
peak resolution of the analytes was the mobile phase with initial composition of 
KH2PO4: acetonitrile (70:30) up to 2 minutes, with increase of acetonitrile in the 
proportion of 15 % min-1 up to 5 minutes (25:75), maintaining this ratio up to 17 
minutes, with detection at wavelength 206 nm and flow of 0.8 mL min-1 and reversed 
phase column (C18). Under these conditions retention times of 3.5 for glyphosate 
and 7.0 for AMPA were obtained. The solid-phase extraction procedure was efficient 
at GLY and AMPA pre-concentration and extraction with recovery percentages of 83-
88% and 88-91%, respectively. The derivatization reaction enabled the detection of 
the analytes by the HPLC-UV-Vis technique. Some important factors in the 
derivatisation process were evaluated and the condition that presented the best 
results was molar ratio of 1:25, a stirring time of 5 minutes, a reaction time of 20 
minutes at room temperature. The limits of detection and quantification of the 
proposed methodology were 10.0 and 25.0 μg L-1 for GLY and 6.0 and 18.0 μg L-1 for 
AMPA, respectively. In addition, the proposed method presented good selectivity, 
linearity, precision and accuracy, showing itself as an alternative for verifying 
compliance with the legislation regarding maximum permitted values. The 
concentrations of GLY and AMPA in the surface water samples are below the limit of 
detection of the proposed methodology. 
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A atividade agrícola brasileira ampliou-se e modernizou-se consideravelmente 
ao longo do tempo. A demanda cada vez maior por esses produtos ocorre devido ao 
aumento da necessidade de produção de alimentos, provocada pela expansão da 
população mundial. Diversos fatores podem interferir no potencial produtivo das 
culturas agrícolas, dentre eles destaca-se a incidência de plantas daninhas.  
As plantas daninhas possuem alta capacidade de competir por espaço, luz e 
nutrientes com plantas cultivadas, levando a perdas de qualidade e produtividade 
das culturas. Assim, devido ao aumento da necessidade de produção foram 
necessárias formas de combater esses grupos considerados infestantes na 
ocupação do agrossistema. Como alternativas de controle, atualmente, o uso de 
herbicidas predomina devido à grande eficiência destes, porém quando utilizados de 
maneira indiscriminada podem acarretar riscos à saúde e ao ambiente. 
Um dos herbicidas mais empregados mundialmente é o glifosato. Tamanho 
sucesso de vendas se deve a grande eficiência na eliminação de ervas daninhas, 
baixa toxicidade e sua rápida conversão ao seu principal metabólito, o ácido 
aminometilfosfônico (AMPA). Apesar do glifosato ser classificado como pouco tóxico 
existem indícios de que promove a contaminação da água e do solo provocando 
efeitos deletérios à saúde humana, a outros organismos e ao ambiente (IBÁÑEZ et 
al., 2005; MERCURIO et al., 2014; SÉRALINI, 2014). 
Dessa forma, faz-se necessário o monitoramento de glifosato e AMPA em 
amostras ambientais, em função de sua ampla utilização e dos riscos associados. 
Esse monitoramento deve ser feito por meio de metodologias analíticas validadas, 
que permitam mensurar essa contaminação e assim gerar dados confiáveis para 
nortear tomadas de decisão por órgãos competentes.  
Dentre as técnicas empregadas para fazer o monitoramento a cromatografia é 
frequentemente utilizada por apresentar alta seletividade e sensibilidade, 
destacando-se a cromatografia líquida e a cromatografia à gás acopladas a 
diferentes detectores. O detector de espectrometria de massas é bastante utilizado 
por possibilitar a detecção de baixos níveis desses compostos além da análise 
qualitativa extremamente confiável. Entretanto, esses sistemas de cromatografia 




disponibilidade limitada na maioria dos pequenos laboratórios de pesquisa 
brasileiros. 
Nesse contexto, buscou-se o desenvolvimento de uma metodologia analítica 
eficiente e confiável para a determinação de GLY e AMPA utilizando a cromatografia 
líquida de alta eficiência com detector UV-Vis por ser uma técnica amplamente 



























1.1.1  Objetivo Geral 
Desenvolver e validar um método analítico para a determinação de glifosato 
(GLY) e AMPA, seu principal metabólito, em águas utilizando um sistema de 
cromatografia líquida de alta eficiência com detector de absorção molecular no 
ultravioleta e visível (UV-Vis). 
1.1.2  Objetivos Específicos 
a) Avaliar diferentes condições cromatográficas para análise de GLY e 
AMPA. 
b) Estudar a reação de derivatização de GLY e AMPA. 
c) Avaliar a extração e pré-concentração dos analitos por meio do 
procedimento de extração em fase sólida. 
d) Verificar os parâmetros de validação: seletividade, linearidade, limite de 
detecção, limite de quantificação, precisão e exatidão.  
e) Determinar a presença de GLY e AMPA em amostras de água superficial. 
 
2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 AGROTÓXICOS  
Agrotóxico é definido como “produto e agente de processos físicos, químicos 
ou biológicos, destinados ao uso nos setores de produção, no armazenamento e 
beneficiamento de produtos agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, 
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, 
hídricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composição da flora ou da fauna, 
a fim de preservá-las da ação danosa de seres vivos considerados nocivos” 
(BRASIL, 1989; US EPA, 2016). Dessa forma, agrotóxicos são substâncias as quais 
visam o controle de organismos considerados indesejáveis. 
Em geral, os agrotóxicos inibem a atividade de uma enzima na célula dos 




ou inibição do desenvolvimento do organismo em poucos dias ou semanas 
(GONÇALVES et al., 2002; BUCHANAN et al., 2000). 
Entre 2000 e 2010 as vendas brasileiras dos agentes químicos em geral 
cresceram 190%, enquanto as vendas globais ficaram em 93% (ANVISA, 2012). 
Uma grande parcela desses agentes químicos corresponde a agrotóxicos. 
O aumento do uso de agrotóxicos no Brasil iniciou por volta de 1950 com a 
“Revolução Verde” que tinha como interesse aumentar a produção agrícola de 
países menos desenvolvidos através de várias tecnologias como o melhoramento 
genético, o uso extensivo de produtos químicos e a automação das lavouras por 
meio de maquinário (MOREIRA et al., 2002; BOZIKI et al, 2011). 
Em 2008, o Brasil passou a ocupar a primeira posição mundial entre os 
países que mais utilizam agrotóxicos, movimentando cerca de US$ 7 bilhões 
(ANDEF, 2009). Desde então, percebe-se um crescimento considerável no 
consumo, pois em 2011 houve um aumento de 16,3% das vendas, alcançando US$ 
8,5 bilhões, e em 2013, esse percentual subiu para 18%, representando US$ 11,5 
bilhões (ANVISA, 2012; SINDIVEG, 2014).  
Os estados brasileiros que apresentam maior consumo de agrotóxicos estão 
em regiões com elevada intensidade de monoculturas de soja, milho, cana, algodão 
e arroz. Nesse cenário, o Paraná, juntamente com São Paulo e Rio Grande do Sul, 























FIGURA 1 – VENDAS DE AGROTÓXICOS DOS PRINCIPAIS ESTADOS CONSUMIDORES 
BRASILEIROS 
 
FONTE: Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para Defesa Vegetal - SINDVEG (2016). 
 
O uso de agrotóxicos na agricultura proporciona muitos benefícios tais como, 
o aumento da produção agrícola, aumento do lucro dos agricultores, a melhoria da 
qualidade dos produtos, a redução do trabalho manual e consequentemente dos 
custos com a produção, a diminuição das perdas de alimentos armazenados, além 
do controle da população de animais vetores de doenças (COUTINHO, 2005). 
Entretanto, além dos benefícios os agrotóxicos trouxeram problemas 
relacionados à contaminação de organismos e do ambiente. Os impactos na 
segurança alimentar e nutricional dos seres humanos por ingerir a água e os 
alimentos contaminados também devem ser considerados (CARNEIRO et al., 2015).  
2.2 HERBICIDA GLIFOSATO 
Os agrotóxicos mais vendidos no mercado brasileiro são os herbicidas, 
representado 60% do total (FIGURA 2). Dentre os herbicidas mais utilizados, o GLY 
representa 45% das importações da classe, devido ao uso nas culturas de soja, 







FIGURA 2 – CLASSES MAIS VENDIDAS DE AGROTÓXICOS NO BRASIL 
 
FONTE: Elaborado pela autora a partir de dados do Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para 
Defesa Vegetal - SINDVEG (2016). 
 
O GLY é um dos herbicidas mais utilizados na agricultura e isso se deve à sua 
elevada eficiência no controle de plantas invasoras. Pertencente ao grupo químico 
das glicinas, ele é classificado como não seletivo, sistêmico, pós-emergente e de 
amplo espectro (US EPA, 1993) e seu principal metabólito é o ácido 
aminometilfosfônico (AMPA) (MONSANTO, 1980). 
Sua atividade herbicida foi descoberta em 1970 por John E. Franz, cientista da 
Companhia Monsanto. Começou a ser comercializado em 1974, patenteado para 
uso herbicida com o nome comercial de Roundup® (WILLIAMS et al., 2000; DUKE; 
POWLES, 2008). Desde o início de sua comercialização mais de 100 formulações à 
base de GLY têm sido utilizadas em todo o mundo com aplicação em áreas 
agrícolas e não agrícolas, como acostamentos de estradas de rodagem e ferrovias, 
controle de vegetação embaixo de linhas de transmissão, etc. (CCME, 2012).  
2.2.1 Características físico-químicas do GLY e AMPA 
O GLY é caracterizado como um ácido fraco por pertencer ao grupo das 
glicinas substituídas, apresenta o nome químico N-(fosfonometil) glicina, fórmula 
molecular C3H8NO5P (M.M= 169,1 g/mol) (WHO, 1994) cuja estrutura é apresentada 






FIGURA 3 – FÓRMULA ESTRUTURAL DO GLY 
 
FONTE: Knuuttila e Knuuttila, (1979). 
 
Em condições ambiente esse composto é um sólido cristalino, incolor e 
inodoro. Segundo Franz et al. (1997), o GLY apresenta pouca volatilidade, devido à 
baixa pressão de vapor (7,5x10-8 mm Hg) funde-se a 189,9 °C, densidade de 0,5 
g/cm3 e apresenta-se bastante estável na presença de luz e até mesmo em 
temperaturas superiores a 60°C. Apresenta baixa solubilidade em solventes 
orgânicos comuns e bastante solúvel em água (12 g/L a 25 °C) (IARC 
MONOGRAPHS, 2015). Este herbicida tem um coeficiente elevado de adsorção no 
solo (Kd= 61 g/cm3), apresentando dessa forma baixa mobilidade e um coeficiente 
de partição octanol/água muito baixo (log Kow= -2.8), o que indica baixa tendência 
de bioacumulação (IPCS, 1994).  
O GLY apresenta um comportamento zwiteriônico, o que faz com que em 
determinadas condições, tenha uma capacidade de troca aniônica e em outra 
catiônica. Os valores de literatura para o pKa do GLY são: pKa1= <2; pKa2= 2,6; pKa3= 
5,6; pKa4= 10,6 (FIGURA 4). Tais constantes indicam o grau de dissociação do 















FIGURA 4 – CONSTANTES DE DISSOCIAÇÃO DO GLIFOSATO 
 
FONTE: Coutinho (2005). 
 
As propriedades físico-químicas do AMPA são semelhantes ao do GLY e sua 
estrutura pode ser observada na FIGURA 5.  
 
FIGURA 5 – FÓRMULA ESTRUTURAL DO AMPA 
 
FONTE: Amarante Junior (2002). 
 
Esse composto possui fórmula molecular CH6NO3P (M.M, = 111,0 g/mol) e 
pode ser encontrado na forma de pequenos cristais incolores em temperatura 
ambiente. Apresenta muita solubilidade em meio aquoso e pouca em solventes 
orgânicos e quando solubilizado em água pode ser encontrado em diferentes 
formas, protonado ou não, pois possui diferentes valores de pKa: pKa1= 0,9; pKa2= 





FIGURA 6 – CONSTANTES DE DISSOCIAÇÃO DO AMPA 
 
FONTE: Silva (2011). 
2.2.2 Modo de ação e degradação ambiental do GLY 
Por ser um herbicida sistêmico, após sua aplicação o GLY é imediatamente 
translocado através do floema para todas as partes da planta. Sua ação inibe a rota 
enzimática do ácido chiquímico, impedindo a ação da enzima 5-enolpiruvilchiquimato 
3-fosfato sintase (EPSPs) por competição pela fosfoenolpiruvato (PEP), 
suspendendo assim a síntese de aminoácidos aromáticos essenciais para o 
desenvolvimento da planta (JAWORSKI, 1972; OLIVEIRA, 2001). 
A atividade da enzima desempenha um papel fundamental na produção do 
intermediário corismato, necessário para a biossíntese dos aminoácidos fenilalanina, 
tirosina e triptofano (STEINRUCKEN; AMRHEIN, 1980; WILLIAMS et al., 2000). A 
inibição desses aminoácidos ocasionada pelo GLY afeta a síntese proteica levando 
assim a morte celular. Ponderando-se que está via está ausente em animais, 
sugeriu-se que o uso do GLY seria seguro e inofensivo para os seres humanos 
(WILLIAMS; WATSON; DESESSO, 2012). 
Após a aplicação, o GLY pode ser absorvido pela planta ou metabolizado e 
degradado por micro-organismos do solo. Segundo Locke et al. (2008), a 
fotodegradação e degradação química não são significativas na dissipação de GLY 




de características minerais do solo (PRATA; LAVORENTI, 2000). Na literatura os 
dados de degradação do GLY no solo variam de menos de uma semana até alguns 
meses, dependendo dos teores de argila e matéria orgânica, das condições 
climáticas (IPCS, 1994) e do nível de atividade microbiana (TONI et al., 2006). O 
GLY possui em média, meia-vida (tempo necessário para que metade da quantidade 
aplicada do produto seja degradada) no solo de 32 dias, podendo variar entre 2 a 
197 dias (RAGAB et al., 1985; OPPENHUIZEN; GOURE, 1993; HEINONEN-TANSKI 
et al., 1985; MESSTDAGH, 1979; DANHAUS, 1984; GIESY et al., 2000). No que diz 
respeito à meia-vida de GLY em águas Mallat et al. (1998) relatam meia-vida de 60 
horas para águas subterrâneas e 100 horas para água de rio. Já a meia-vida do 
AMPA no solo é estimada em 145 dias, podendo variar de 76 a 240 dias 
(OPPENHUIZEN; GOURE, 1993; GUSTAFSON; BLEEKE, 2000) e em águas, a 
meia-vida do metabolito é de 2 a 5 dias (CAPRI, 2010). 
O processo de degradação do GLY no solo pode ocorrer por duas rotas 
diferentes (FIGURA 7). 
 






















FONTE: Adaptado de Dick e Quinn (1995). 
 
A primeira consiste na transformação do GLY em sarcosina por ação da 
enzima C-P liase produzida pelas bactérias Agrobacterium radiobacter ou 
Enterobacter aeroneges: a sarcosina entra no metabolismo destes micro-organismos 




consiste na transformação do GLY em AMPA pela ação das bactérias Arthrobacter 
atrocyaneus e da Flavobacterium sp., que quebram a ligação entre carbono e 
nitrogênio da molécula de GLY (GALLI; MONTEZUMA, 2005; BORGGAARD; 
GIMSING, 2008).  
2.2.3  Formas de contaminação humana e ambiental e efeitos toxicológicos do GLY 
Os agrotóxicos estão sendo cada vez mais utilizados, visando melhorar o 
processo de produção dos alimentos, porém seu uso indiscriminado tem causado 
diferentes tipos de contaminação. A contaminação direta dos seres humanos ocorre 
por intoxicações acidentais ou suicidas após ingestão de formulações a base de 
GLY. Essa contaminação pode ocasionar desde problemas de ulcerações 
orofaríngeas, vômitos, angústia respiratória, arritmia cardíaca, insuficiência renal, 
toxicidade hepática, alterações no estado de consciência e até mesmo a morte. 
(SRIBANDITMONGKOL et al., 2012; ZOUAOUI et al., 2013).  
Outra forma de contaminação humana por via direta ocorre pela ingestão de 
alimentos. Considerando que o GLY é utilizado na produção de frutas, cereais, 
sementes oleaginosas e outros produtos resíduos desse agrotóxico são consumidos 
diariamente pela população. Vale ressaltar que a presença de resíduos de 
agrotóxicos não ocorre apenas em alimentos in natura, mas também em muitos 
produtos alimentícios processados pela indústria, como biscoitos, salgadinhos, pães, 
cereais matinais, lasanhas, pizzas e outros que têm como ingredientes o trigo, o 
milho e a soja, por exemplo. Ainda podem estar presentes nas carnes e leites de 
animais que se alimentam de ração com traços de agrotóxicos, devido ao processo 
de bioacumulação (CARNEIRO et al., 2015). 
A contaminação dos ambientes aquáticos pode-se apresentar como outra rota 
possível de ingestão humana do GLY, pois embora considerado com pouca 
mobilidade no solo estudos comprovam a contaminação dos corpos d’água. A 
contaminação das águas subterrâneas ou superficiais pode ser causada pelo 
escoamento superficial dos agrotóxicos dissipados na água da chuva, sendo estes 
levados às partes mais baixas da topografia, podendo chegar até os rios, riachos, 
lagos e tanques de açudes (VEIGA et al., 2006).  
A contaminação do solo pode ocorrer de forma direta, quando o produto é 




por meio da percolação, chegando até mesmo aos lençóis freáticos. Além disso, 
pode ocorrer a volatilização dos compostos utilizados no meio rural os quais podem 
ser transportados por correntes aéreas depositando-se no solo e na água, distantes 
das áreas onde foram originalmente usados (BARREIRA et al., 2002). 
O herbicida GLY é classificado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA) em classe toxicológica IV (pouco tóxico) e em classe de periculosidade 
ambiental III (perigoso ao meio ambiente), entretanto, sua classificação de 
toxicidade vem sendo revisada. Em março de 2015, a Agência Internacional de 
Pesquisa em Câncer (IARC), órgão da Organização Mundial da Saúde (OMS), 
publicou a Monografia da IARC volume 112, na qual, após a avaliação da 
carcinogenicidade de cinco ingredientes ativos de agrotóxicos classificou o herbicida 
glifosato e os inseticidas malationa e diazinona como prováveis agentes 
carcinogênicos para humanos (Grupo 2A) e os inseticidas tetraclorvinfós e parationa 
como possíveis agentes carcinogênicos para humanos (Grupo 2B). Este estudo foi 
feito por uma equipe de pesquisadores de 11 países, incluindo o Brasil (INCA, 
2015). Diante disso, em agosto de 2015 a ANVISA decidiu em reunião da Diretoria 
Colegiada fazer a reavaliação toxicológica de cinco ingredientes ativos de 
agrotóxicos utilizados no Brasil: glifosato, lactofen, abamectina, carbofurano e thiran 
(ANVISA, 2015). Até o momento essa reavaliação ainda não foi concluída. 
Diversos estudos demonstram que a exposição a herbicidas a base de GLY 
apresentam vários efeitos aos organismos (Tabela 1). 
 
TABELA 1 – EFEITOS DO GLIFOSATO EM ORGANISMOS 
(continua) 
Efeitos Referências 
Alterações biológicas como estresse 
oxidativo, alteração no ciclo celular, na 
cadeia transportadora de elétrons, danos 
citogenéticos, danos às células hepáticas e 
células hipocampais e desregulação 
endócrina em humanos 
GEHIN et al., 2006; EL-SHENAWY, 2009; LARSEN et al., 
2012; DE LIZ OLIVEIRA CAVALLI et al., 2013; MARC et 
al., 2002, 2003, 2004; PEIXOTO, 2005; LUEKEN et al., 
2004; MONROY et al., 2005; GASNIER et al., 2009; 
CLAIR et al., 2012; BENEDETTI et al., 2004; ÇAGLAR et 
al., 2008; LARSEN et al., 2014; MESNAGE et al., 2015; 
WALSH et al., 2000; RICHARD et al., 2005; 
BENACHOUR et al., 2007; CATTANI et al., 2014 
Autismo NEVISON, 2014; SAMSEL et al., 2015 
Problemas renais crônicos JAYASUMANA et al.,2014 
Apoptose e necrose de células humanas 
placentárias, umbilicais e embrionárias 
BENACHOUR et al., 2009 
Ocorrência de linfomas e células danificadas 
da placenta humana. 








Indução à proliferação de células humanas 
de câncer de mama 
THONGPRAKAISANG et al., 2013 
Obesidade, infertilidade, mal de Alzheimer, 
mal de Parkinson, desordens intestinais, 
intolerância ao glúten, depressão e diabetes. 
SAMSEL et al., 2013, 2013, 2015 
 
Redução de populações de aves e anfíbios COX, 1998; SULLIVAN 1990 
Risco de desenvolvimento de câncer de 
mama nas fêmeas e danos ao sistema 
gastrointestinal, rins e fígado de ratos. 
SÉRALINI et al., 2014 
Modificações metabólicas do fígado em 
filhotes de ratos 
                     RIEG, 2016 
Efeitos genotóxicos em ovos do jacaré-de-
papo-amarelo 
            POLETTA et al., 2009 
Malformação de embriões de vertebrados             PAGANELLI et al., 2010 
Efeitos genotóxicos no peixe neotropical 
Prochilodus lineatus 
          CAVALCANTE et al.,2008 
Distúrbios no sistema reprodutivo de pato 
selvagem Anas platyrhynchos 
             OLIVEIRA et al., 2007 
Genotoxicidade; mudanças  histopatológicas; 
problemas no desenvolvimento sexual e 
maior proporção de hermafroditas em peixes 
sapos e crustáceos 
ANNETT et al., 2014 
Diminuição do peso corporal, da libido, do 
volume das ejaculações, da concentração de 
esperma, e aumento da quantidade de 
espermatozoides anormais ou mortos em 
coelhos 
YOUSEF et al., 1995 
Induziu à necrose e à apoptose de células 
de testículos de ratos 
CLAIR et al., 2012 
 
FONTE: A autora (2016). 
2.2.4 Ocorrência de GLY e AMPA em ambientes aquáticos  
Apesar da forte tendência do GLY em ligar-se às partículas de solo e 
apresentar uma taxa de degradação elevada, ao se transformar no seu principal 
metabólito AMPA, sua enorme solubilidade torna-o passível de atingir águas 
superficiais. 
Estudos comprovam que o GLY e AMPA foram detectados em vários 
ambientes aquáticos como água de rio, águas superficiais, estações de tratamento 







TABELA 2 – OCORRÊNCIA DE GLY E AMPA EM AMBIENTES AQUÁTICOS 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
2.2.5 Legislação referente a limites máximos permitidos para GLY e AMPA 
Os agrotóxicos vêm sendo cada vez mais utilizados pelo homem visando 
aumentar e melhorar o processo de produção de alimentos, porém, o seu uso 
descontrolado tem causado vários problemas ambientais como a contaminação do 
solo e da água e efeitos nocivos principalmente aos seres vivos (PERES; MOREIRA, 
2003). Nesse sentido, os órgãos competentes regulamentam limites máximos 
visando à preservação da saúde humana e ambiental. 
Em âmbito nacional o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA), na 
resolução n° 357/2005, que dispõe sobre a classificação dos corpos de água, 
estabelece para águas doces classe 1 e 2 limite máximo de GLY de 65 µg L-1, e para 
águas doces classe 3 limite máximo de 280 µg L-1. Outra resolução do CONAMA a 
n° 396/2008 que dispõe sobre a classificação para o enquadramento das águas 
subterrâneas, estabelece limite máximo de GLY+AMPA em água para consumo 
Amostra Concentração 










Águas de rio 1600  - AVIGLIANO et al., 2015 
41  - FREIRE et al., 2012 
Águas superficiais 1  6  IPCS, 1994 
1,082  1,925  BOTTA et al., 2009 
7,60  2,3  APARICIO et al., 2013 
427  41  SCRIBNER et al., 2007 
50  48,9  HORTH et al., 2009 
41,8  14,7  STRUGER et al., 2015 
0,484  0,175    IBÁÑEZ, et al., 2005 
Águas subterrâneas 
 
0,304  0,087  IBÁÑEZ, et al., 2005 
4,7  2,6  SCRIBNER et al., 2007 
24  19  HORTH et al., 2009 




3,3  2,9  DELMONICO et al., 2013 
Água de lavoura de 
arroz irrigado 




humano de 500 µg L-1. A portaria do Ministério da Saúde n° 2914 de 12 de 
dezembro de 2011, que dispõe sobre os procedimentos de controle e de vigilância 
da qualidade da água para consumo humano e padrão de potabilidade também 
estabelece limite máximo de GLY+AMPA de 500 µg L-1. Já em âmbito internacional, 
a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) estabelece limite de 
700 µg L-1 para GLY em água potável. 
A ANVISA também estabelece os limites máximos de resíduos (LMR) de GLY 
em alimentos, conforme a Tabela 3.  
 
TABELA 3 – LIMITE MÁXIMO DE RESÍDUO DE GLY EM ALGUMAS CULTURAS 
 
Culturas Modalidade de Emprego LMR (mg/Kg) 
Algodão Pós-emergência 3,0 
Arroz Pós-emergência 0,2 
Banana Pós-emergência 0,02 
Café Pós-emergência 1,0 
Cana-de-açúcar Maturador 1,0 
Cana-de-açúcar Pós-emergência 1,0 
Citros Pós-emergência 0,2 
Feijão Pós-emergência 0,05 
Maça Pós-emergência 0,2 
Milho Pós-emergência 1,0 
Soja Dessecante 10,0 
Soja Pós-emergência 10,0 
Uva Pós-emergência 0,2 
FONTE: ANVISA (2009). 
 
2.3  DETERMINAÇÃO DE GLY E AMPA EM AMOSTRAS AMBIENTAIS  
O uso extensivo de herbicidas a base de GLY promove a contaminação de 
ambientes aquáticos. A determinação desses contaminantes, normalmente 
encontrados em baixas concentrações, tende a ser facilitada por meio de 
procedimentos de extração e pré-concentração que permitem a posterior detecção 
utilizando técnicas analíticas validadas. Os principais métodos de extração e 





TABELA 4 – MÉTODOS DE EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE GLY E AMPA EM AMOSTRAS DE 
ÁGUA 
 











EFS FMOC CLAE-EM/EM IBÁÑEZ et al., 2005 
EFS FMOC CLAE-EM/EM SANCHIS et al., 2012 
EFS FMOC CLAE-EM/EM HANKE et al., 2008 
EFS FMOC CLAE-EM/EM DAOUK et al., 2013 
EFS FMOC CLAE-EM LEE et al., 2002 
Evaporador 
rotativo 
FMOC CLAE-EM GREY et al., 2001 
Água superficial EFS FMOC CLAE-
Fluorescência 







RAMIREZ et al., 2014 
EFS FMOC CLAE-
Fluorescência 
CORBERA et al., 
2006 
Éter dietílico  FMOC CLAE-
Fluorescência 
FREUZE et al., 2007 
- OPA CLAE-
Fluorescência 




MA et al., 2014 
- TFAA, TFE, 
TFA, HFB 
CG-EM RAMWELL et al., 2014 




Água - FMOC CLAE-UV PERUZZO et al., 2008 
- CNBF CLAE-UV QIAN et al., 2009 
- - CLAE-UV LI et al., 2009 
Membrana líquida 
suportada 
TsCl CLAE-UV KHROLENKO et al., 
2005 
Evaporação MOBS-F CLAE-UV SUN et al., 2010 
EFS HFB, TFAA CG-EM KJAER et al., 2005 
EFS TFAA, TFE CG-EM BORJESSON; 
TORSTENSSON, 2000 
- TFA, TFAA, 
TMOA 
CG-IC-EM KUDZIN et al., 2002 
EFS OPA, MERC CI- Fluorescência MALLAT; BARCELÓ, 
1998 
Água potável e 
subterrânea 
- - CLAE-ICP/EM GUO et al., 2005 
Água 
subterrânea 
- - CI- EM/EM VAN STEMPVOORT et 
al., 2014 
FONTE: A autora (2016). 
 
A extração em fase sólida (EFS) atualmente tem sido um dos procedimentos 
mais utilizadas em preparo de amostras. A sua versatilidade permite ser utilizada 
para muitos fins, entre os quais estão extração, limpeza da amostra e concentração 




fase sólida e subsequentemente eluição com um solvente adequado. A vantagem 
dessa técnica é que ela pode proporcionar pré-concentrações muito elevadas, 
característica muito importante na análise de traços. A fase sólida utilizada na EFS é 
geralmente constituída por um material polimérico ou sílica modificada com 
propriedades físicas e químicas adequadas de acordo com as espécies químicas 
presentes na amostra. O processo de extração de fase sólida pode ser dividido em: 
condicionamento, equilíbrio, percolação da amostra, lavagem e eluição dos analitos 
(FIGURA 8) (THURMAN et al., 1998). 
 
FIGURA 8 – ETAPAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 
 
 
FONTE: Adaptado de Lanças (2004). 
 
O procedimento de EFS é muito utilizado para extração e pré-concentração 
de GLY e AMPA (Tabela 4). Além disso, a determinação de GLY e AMPA 
normalmente é feita por técnicas cromatográficas. A técnica de cromatografia líquida 
é a mais utilizada entretanto, devido à molécula de GLY apresentar propriedades 
que dificultam a sua determinação como, alta solubilidade em água, baixa 
solubilidade em solventes orgânicos e ausência de grupos cromóforos, a 
determinação por cromatografia necessita de adaptações que permitam a detecção.  
Devido a ausência de grupos cromóforos são necessários utilizar técnicas de 
derivatização para detecção de GLY e AMPA por detectores convencionais (QIAN et 
al., 2009). A derivatização é um processo químico para modificar compostos, a fim 
de gerar novos produtos com melhores propriedades cromatográficas (SCHUMMER 
et al., 2009). A derivatização de GLY e AMPA normalmente é feita utilizando agentes 




4-cloro-3,5-dinitrobenzotrifluoreto (CNBF), cloreto de p-toluenosulfonila (TsCl). O 
FMOC é o agente derivatizante mais citado na literatura para a derivatização de GLY 
e AMPA (FIGURA 9).  
 
FIGURA 9 – REAÇÃO DE DERIVATIZAÇÃO DE GLY E AMPA COM FMOC-Cl 
 
 
FONTE: Adaptado de Madikizela (2010). 
 
 O GLY, assim como o AMPA, apresenta a função amina secundária e 
primária respectivamente, as quais são bons grupos nucleofílicos. O FMOC-Cl é um 
éster de cloroformato, que por possuir um átomo de cloro como grupo de saída, se 
torna um ótimo eletrófilo. O mecanismo da reação de derivatização se dá pelo 
ataque nucleofílico da função amina no carbono da carboxila do FMOC-Cl. Como é 
uma reação de adição-eliminação, a amina ataca o carbono carboxílico, gerando um 
intermediário tetraédrico. Na sequência, esse intermediário refaz a ligação dupla 
C=O, liberando o grupo de saída. Como o átomo de cloro é melhor grupo de saída 
do que a amina, o cloro sai e o produto resultante é o GLY-FMOC ou o AMPA-
FMOC (VOLLHARDT et al., 2013). 
2.4 VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA 
A validação de um método analítico é fundamental para implementar um 
sistema de controle de qualidade, bem como para gerar dados confiáveis. 
Resultados analíticos não confiáveis podem comprometer decisões importantes e 
causar prejuízos financeiros. A validação do método é feita para garantir que a 
metodologia analítica seja exata, reprodutível e flexível sobre uma faixa específica 




se necessário a validação da metodologia analítica para o registro de novos 
produtos, para análises qualitativa e quantitativa de métodos oficiais, rastreabilidade 
dos resultados, entre outros, assim esses órgãos oferecem documentos oficiais que 
devem ser adotados no processo de validação. Um processo de validação bem 
definido assegura a conformidade com as exigências legais e garante que o método 
seja adequado para o uso desejado (SKOOG et al., 2008; RIBANI et al., 2004). 
A definição de validação depende do órgão e do autor, entretanto a maioria 
segue a mesma linha de raciocínio. Segundo a ANVISA (2003), “a validação deve 
garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda às exigências das 
aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”. 
“A validação de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso 
rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como o processo que fornece uma 
evidência documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado para 
fazer” (USP, 1999). 
Segundo a World Health Organization (WHO, 1992), a validação é a 
“avaliação sistemática de um procedimento analítico para demonstrar que está sob 
as condições nas quais deve ser aplicado”. 
Para a validação de metodologia analítica são normalmente avaliados os 
seguintes parâmetros: seletividade, linearidade, sensibilidade, limite de detecção, 
limite de quantificação, precisão, exatidão e robustez. Há vários procedimentos 
distintos para validação, dependendo da finalidade do processo. No Brasil, duas 
agências disponibilizam guias para o procedimento de validação de métodos 
analíticos, a Resolução da ANVISA RE n° 899 de 2003 e o documento do Instituto 
nacional de metrologia, qualidade e tecnologia (INMETRO) DOQ-CGCRE-008 de 
2003. 
2.4.1  Seletividade 
A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validação do método e 
deve ser avaliada constantemente. A seletividade é realizada para avaliar se 
possíveis interferentes eluem no mesmo tempo de retenção do composto de 
interesse, no caso de técnicas cromatográficas. A seletividade garante então que o 
pico de resposta seja exclusivamente do analito (RIBANI et al., 2004; LANÇAS et al., 




Existem várias formas de se evidenciar a seletividade do método. A primeira é 
fazendo a comparação da matriz isenta com a matriz adicionada da substância alvo, 
garantindo que nenhum interferente elua no tempo de retenção dos analitos (ICH, 
1995). Outra maneira é através dos testes de pureza de pico, com auxílio de 
detector de arranjo de fotodiodos, por exemplo, os quais são interessantes para 
demonstrar que o pico cromatográfico é atribuído a um só componente (ANVISA, 
2003). A seletividade pode ser avaliada ainda por meio de outra técnica analítica, 
como por exemplo, espectrometria de massas, espectroscopia no infravermelho ou 
bioensaios específicos (JENKE, 1998). 
2.4.2 Linearidade 
A linearidade corresponde a capacidade de um método analítico em fornecer 
resultados diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro 
de um intervalo apropriado (ANVISA, 2003; LANÇAS et al., 2004; ICH, 1995). É 
avaliada por meio de uma curva de calibração (curva analítica) a qual descreve 
matematicamente por meio de uma equação de reta (Equação 1) a correlação entre 
o sinal analítico medido (área ou altura do pico) e a massa ou concentração da 
espécie a ser quantificada (SKOOG et al., 2008). 
 
 ......................................................(1)                                                                                                                               
Onde:  
y = sinal analítico; 
x = concentração do analito; 
a = coeficiente angular; 
b = coeficiente linear. 
 
A ANVISA recomenda que a linearidade seja determinada pela análise de, no 
mínimo, cinco concentrações distintas (ANVISA, 2003). 
2.4.3 Limite de detecção e quantificação 
O limite de detecção (LD) é a menor concentração do analito detectado, mas, 
não necessariamente quantificado (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003; ICH, 1995). 




diferentes: método visual, método relação sinal-ruído e método baseado em 
parâmetros da curva analítica.  
O método visual é feito com adição de concentrações conhecidas do analito 
na matriz, de modo que seja possível distinguir entre ruído e sinal analítico pela 
visualização da menor concentração visível, ou utilizando parâmetros de detecção 
no método de integração (RIBANI et al., 2004). 
O método de relação sinal-ruído é aplicado somente em procedimentos que 
mostram o ruído da linha de base. Para determinar esse método utilizam-se 
amostras com baixas concentrações conhecidas do analito e um branco (matriz 
isenta do analito). Estabelecendo assim uma relação entre o sinal obtido nas 
amostras com a presença e na ausência do analito, da qual pode-se identificar o 
composto de interesse. As relações comumente aceitas são de 3:1 e 2:1, como 
estimativas de LD (RIBANI et al.; 2004). 
O método baseado em parâmetros da curva analítica consiste na relação de 
três (3) vezes o desvio padrão do ruído da linha de base (SKOOG et al., 2008; 




s = desvio padrão da resposta; 
S = inclinação da curva analítica. 
 
 O limite de quantificação (LQ) corresponde à menor quantidade de um analito 
que pode ser quantificada com precisão e exatidão utilizando condições 
experimentais estabelecidas (INMETRO, 2003; ANVISA, 2003; ICH, 1995). O LQ 
assim como o LD pode ser calculado utilizando o método visual, a relação sinal-
ruído ou o método baseado nos parâmetros da curva analítica. O LQ segue o 
mesmo princípio do LD, porém com a relação sinal/ruído de 10:1 (Equação 3), ou 
seja: 
 
  ..............................................(3) 
Onde: 
s = desvio padrão da resposta; 




2.4.4  Precisão 
A precisão é a dispersão entre os resultados de ensaios independentes 
obtidos em condições estipuladas (THOMPSON et al., 2002; INMETRO, 2003; 
ANVISA, 2003). Normalmente é avaliada em termos de desvio-padrão (DP) e 
coeficiente de variação (CV), e pode também ser expressa pelo intervalo de 
confiança da média (RIBANI et al., 2004). 
A precisão em validação é avaliada em três níveis distintos: repetibilidade ou 
repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade.  
A repetibilidade representa a concordância entre resultados de medições 
consecutivas de um mesmo método, para a mesma amostra, no mesmo laboratório, 
pelo mesmo analista, usando o mesmo equipamento em um curto intervalo de 
tempo (LANÇAS, 2004). O INMETRO recomenda pelo menos sete ou mais 
repetições para a estimativa do desvio padrão. Já a ICH e a ANVISA sugerem no 
mínimo 9 determinações cobrindo o intervalo linear do método, ou seja: três níveis 
de concentrações (baixo, médio e alto). 
A precisão intermediária representa a concordância entre resultados do 
mesmo laboratório, mas em diferentes dias, por diferentes analistas, usando 
diferentes equipamentos (LANÇAS, 2004). 
A reprodutibilidade representa a concordância entre resultados de medições 
consecutivas de um mesmo método, para a mesma amostra, mas em diferentes 
laboratórios, por diferentes analistas, usando diferentes equipamentos (LANÇAS, 
2004). 
2.4.5 Exatidão 
A exatidão expressa a proximidade da concordância entre um valor encontrado 
e o valor aceito como referência (SKOOG et al., 2008; THOMPSON et al., 2002; 
LANÇAS, 2004; SKOOG et al., 2008). O número de ensaios recomendado para 
avaliar a exatidão varia segundo a legislação, mas normalmente é recomendado no 
mínimo nove determinações envolvendo três concentrações diferentes (ICH, 1995; 




Os procedimentos mais utilizados para avaliar a exatidão de um método são: 
materiais de referência; comparação de métodos e ensaios de recuperação 
(INMETRO, 2003). 
Os materiais de referência certificados (MRC) acompanham um certificado que 
possui um valor de concentração de um determinado analito ou outra grandeza, para 
cada parâmetro e uma incerteza associada. Assim é muito importante que o 
fornecimento desses MRC seja realizado por organismos reconhecidos e confiáveis, 
como o National Institute of Standards and Technology - NIST, Laboratory of the 
Government Chemist - LGC, etc. (THOMPSON, 2002; INMETRO, 2003; RIBANI et 
al., 2004). 
Outra abordagem para avaliação da exatidão consiste em comparar um 
método em desenvolvimento com outro que é considerado referência, cuja incerteza 
é muito bem conhecida (RIBANI et al., 2004). 
Já a recuperação consiste na “fortificação” da amostra, ou seja, na adição de 
soluções com diferentes concentrações do analito de interesse seguida pela 
determinação da concentração do analito adicionado (LANÇAS, 2004).  
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
O preparo de amostras e as análises químicas de GLY e AMPA foram 
realizados no laboratório de Análise Instrumental e Controle de Qualidade no Bloco 
de Química da Universidade Federal do Paraná – Setor Palotina. 
A coleta das amostras de água foi realizada pelo programa de pós-graduação 
em Aquicultura e Desenvolvimento Sustentável da Universidade Federal do Paraná 
– Setor Palotina. 
3.1 REAGENTES  
Nesse trabalho foram empregados os seguintes reagentes e solventes: água 
ultrapura; acetonitrila (CH3CN) (Vetec); metanol (CH3OH) (Vetec); fosfato de 
potássio monobásico (KH2PO4) (Lafan); tetraborato de sódio (Na2B4O7·10H2O) 
(Impex); hidróxido de potássio (KOH) (Vetec); hidróxido de sódio (NaOH) (Vetec); 




(Sigma-Aldrich); padrão de AMPA ≥ 98.0% (CH6NO3P) (Sigma-Aldrich); padrão de 
cloroformiato de 9-fluorenilmetila (C15H11ClO2) (Sigma-Aldrich). 
3.2  PREPARO DE SOLUÇÕES  
As soluções estoque de GLY e AMPA foram preparadas nas concentrações de 
100 mg L-1 em água ultrapura. As demais soluções foram preparadas por diluição da 
solução estoque. 
A solução tampão borato, usada no meio reacional da derivatização, foi 
preparada na concentração de 5% por meio da adição de 5,0 gramas em 100 mL de 
água ultrapura. O pH da solução tampão borato foi ajustado para 9,0 com hidróxido 
de sódio 0,1 mol L-1. 
A solução tampão fosfato usada como fase móvel foi preparada na 
concentração 0,05 mol L-1 e o pH foi ajustado para 5,5 com hidróxido de potássio 2,0 
mol L-1. Após preparada essa solução foi sonicada por 40 minutos. 
A solução estoque de cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOC-Cl) foi 
preparada na concentração 0,02 mol L-1 em acetonitrila. As demais soluções foram 
preparadas por diluição da solução estoque. 
A solução de NaOH e HCl foram preparadas nas concentrações de 0,1 mol L-1 
em água ultrapura. 
3.3 EQUIPAMENTOS 
Nesse trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos: cromatógrafo 
líquido marca Thermo Scientific, modelo Ultimate 3000, composto por modulo de 
bomba, auto injetor e detector Dionex Ultimate 3000. Bomba de vácuo marca 
Prismatec, modelo 131; lavadora ultrassônica marca Sanders Medical, modelo 
Soniclean 2; purificador de água Marca Elga Lab Water, modelo Purelab Classic 
(Tipo I, 18.2 MΩ-cm); medidor de pH marca Tecnopon, modelo Mpa-210 e uma 
balança analítica marca Shimadzu, modelo Ay-220. 
3.4 AMOSTRAS DE ÁGUA SUPERFICIAL 
As amostras de água superficial foram coletadas em 5 açudes localizados em 




amostras foram feitas de acordo com a NBR 9898 da Associação Brasileira de 
Normas Técnicas (ABNT, 1987). As amostras simples foram retiradas de três pontos 
amostrais (FIGURA 10) e homogeneizadas para formar uma amostra composta em 
frascos de 2 L de polietileno.  
 
FIGURA 10 – PONTOS DE COLETA DE AMOSTRA DE ÁGUA SUPERFICIAL 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
A amostra testemunha foi coletada em um açude onde a probabilidade da 
ocorrência de GLY era menor, devido à ausência de culturas agrícolas nos 






















FIGURA 11 – PONTO DE COLETA DA AMOSTRA TESTEMUNHA 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
Após a coleta os frascos foram condicionados em caixas térmicas com gelo e 
encaminhados ao laboratório onde as amostras foram imediatamente filtradas, 
primeiramente em papel de filtro e em seguida com membranas de celulose 
regenerada de 0,45 µm (Schleincher & Schuell) (FIGURA 12 A). Experimentos 
controle foram feitos para verificar a adsorção de GLY nos agentes filtrantes. Após a 
filtração as amostras foram percoladas em cartuchos de EFS (FIGURA 12 B) e em 
seguida o eluato foi derivatizado e analisado. As coletas foram feitas mensalmente 
iniciando em setembro/2016 e finalizando em janeiro/2017, totalizado 5 amostras de 
cada açude. Esse período foi escolhido por ser a época de maior aplicação de 
herbicidas a base de GLY, período em que se inicia o cultivo da soja. 
 
FIGURA 12 – SISTEMA DE FILTRAÇÃO DAS AMOSTRAS (A) E SISTEMA DE EFS (B)  
 
 





3.5 EXTRAÇÃO/PRÉ-CONCENTRAÇÃO DE GLY E AMPA 
A extração e a pré-concentração de GLY e AMPA foram feitas utilizando o 
procedimento de extração em fase sólida (EFS). Devido as baixas concentrações 
dos analitos normalmente encontradas em matrizes ambientais faz-se necessária a 
realização de uma etapa de extração/pré-concentração. Nesse trabalho optou-se 
pela extração em fase sólida por ser o procedimento mais relatado na literatura.  
Para o desenvolvimento do procedimento de extração em fase sólida foram 
testados alguns cartuchos e condições conforme apresentado na Tabela 5. 
 




















































Fonte: A autora (2016). 
 
A pré-concentração foi avaliada com um padrão na concentração de 50 µg L-1 
e volume de 100 mL. Após a percolação no cartucho a eluição foi feita com um 
volume de 1 mL, a fim de verificar um fator de concentração de 100 vezes. 
3.6 REAÇÃO DE DERIVATIZAÇÃO DE GLY E AMPA 
A reação de derivatização foi realizada utilizando 1,0 mL de padrão ou 
amostra de GLY ou AMPA com 1,25 mL de FMOC-Cl em meio tamponado com 
tetraborato de sódio 5% (0,25 mL). Essa proporcionalidade de volume entre a fase 
orgânica (FMOC-Cl em Acetonitrila) e a fase aquosa (amostra + tampão) foi mantida 
devido as características tanto de GLY (pouco solúvel em fase orgânica) como de 
FMOC-Cl que apresenta pouca solubilidade em água. As concentrações de FMOC-
Cl e analito variaram dependendo da razão molar estudada. Em contrapartida, o 
volume e a concentração de tampão borato permaneceram iguais em todos os 
experimentos. A reação de derivatização foi realizada à temperatura ambiente sob 
agitação por 5 minutos em béqueres de polietileno. Experimentos controle foram 




vidro, fenômeno relatado na literatura (NEDELKOSKA; LOW, 2004). Após o tempo 
de equilíbrio foi feita a injeção no cromatógrafo. 
3.7 ANÁLISE QUÍMICA DE GLY E AMPA 
A determinação de GLY e AMPA foi feita utilizando um sistema de 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) acoplado com detector de arranjo 
de fotodiodos (diode array detector - DAD) e amostrador automático termostatizado. 
As condições cromatográficas utilizadas foram: coluna de fase reversa C18 (ACE 
250 x 4,6 mm) com tamanho de partícula de 5 μm; temperatura do forno 30 °C; 
comprimento de onda de detecção 206 nm; fluxo de 0,8 mL min-1; volume de injeção 
20 μL; fase móvel: tampão fosfato e acetonitrila em diferentes proporções.  
3.8 PARÂMETROS AVALIADOS NA VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA DE 
DETERMINAÇÃO DE GLY E AMPA 
3.8.1 Determinação da Seletividade 
A seletividade do método foi avaliada pela pureza do pico do analito com o 
auxílio do detector de arranjo de diodos e também por meio de comparação entre a 
matriz isenta do herbicida com a matriz contendo o analito (padrão). Um padrão de 
GLY e AMPA na concentração 10 mg L-1 foi adicionado na amostra testemunha e 
após 10 minutos foi feita a filtração, derivatização e a injeção no cromatógrafo.  
3.8.2 Determinação da Linearidade 
A linearidade foi avaliada com base na curva analítica feita a partir de 
soluções estoque de GLY e AMPA na concentração 100 mg L-1 diluindo-a para as 
seguintes concentrações 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 20,0 mg L-1 e 0,5; 1,0; 5,0; 2,5; 10,0 mg 
L-1, respectivamente. Cada padrão foi derivatizado em triplicata e injetado. 
Construiu-se um gráfico da área do pico x concentração do analito, que forneceu o 




3.8.3 Determinação da Precisão  
Nesse trabalho a precisão foi avaliada por meio da repetibilidade. Foram 
feitos 9 padrões de cada analito em três níveis de concentração (2,5; 10,0 e 20,0 mg 
L-1), pelo mesmo analista, sob as mesmas condições experimentais em um curto 
intervalo de tempo. A precisão instrumental foi avaliada por meio do tempo de 
retenção e área do pico de 10 injeções do padrão 2,5 mg L-1. A precisão foi expressa 
pelo coeficiente de variação (CV) das medidas, determinado pela Equação 4: 
 
                                    ...........................................(4) 
 
Onde:  
s = desvio padrão das medições; 
x = média aritmética das medições. 
3.8.4 Determinação da Exatidão 
A exatidão foi avaliada por meio de ensaios de recuperação, fortificando-se a 
amostra testemunha com diferentes concentrações de padrão de GLY e AMPA, e 
determinando-se em seguida a concentração do analito adicionado. Foram feitas 
determinações em triplicata em três níveis de concentração (2,5; 5,0 e 10,0 mg L-1) 
para ambos os analitos e a porcentagem de recuperação foi calculada segundo a 
Equação 5: 
 
                                       ................................................. (5) 
 
Onde:  
C1 = concentração obtida  
C2 = concentração adicionada. 
3.8.5 Determinação do Limite de detecção e quantificação 
Os limites de detecção e quantificação instrumentais para AMPA foram 




das equações (2) e (3) descritas no item 2.4.3. Em contrapartida, os limites de 
detecção e quantificação instrumentais para GLY foram determinados pelo método 
de diluições sucessivas. 
 
4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO ANALÍTICO PARA DETERMINAÇÃO DE 
GLY E AMPA POR CLAE UV-VIS 
O desenvolvimento do método para determinação de GLY e AMPA foi 
baseado em condições propostas pela literatura (PERUZZO et al., 2008), porém a 
metodologia foi adaptada e otimizada. 
4.1.1  Determinação do tempo de retenção de GLY e AMPA  
A derivatização de GLY com FMOC-Cl gerou o produto GLY-FMOC, o qual 
absorve radiação ultravioleta. Entretanto, o derivatizante (FMOC-Cl) e o produto de 
sua reação com a água (FMOC-OH), também absorvem. O derivatizante FMOC-Cl 
tem sido muito utilizado por apresentar bandas de absorção na região do 




















FIGURA 13 – ESPECTRO DE ABSORÇÃO DO AGENTE DERIVATIZANTE FMOC-Cl 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
O tempo de retenção dos compostos que estão presentes no meio reacional 
foram determinados por meio da injeção de FMOC-Cl e FMOC-Cl + tampão aquoso 
em corridas separadas. Dessa forma, foi possível observar nos cromatogramas o 
pico referente ao FMOC-Cl (FIGURA 14 Linha 1) com tempo de retenção de 
aproximadamente 15,5 min., bem como o seu produto de reação com a água, o 
FMOC-OH com tempo de retenção 9,8 min. (FMOC-Cl + tampão aquoso) (FIGURA 
14 Linha 2).  
A determinação do tempo de retenção do GLY-FMOC foi feita com adição do 
herbicida ao meio, pois foi verificado o aparecimento de pico aos 3,6 minutos. Essa 
hipótese foi confirmada com adição de diferentes concentrações de GLY (2,5; 5,0; 










FIGURA 14 – CROMATOGRAMAS COM INDICAÇÃO DE PICOS CORRESPONDENTES AO FMOC-
CL E FMOC-OH 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
FIGURA 15 – CROMATOGRAMAS REFERENTES A DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE RETENÇÃO 
DO PRODUTO DERIVATIZADO GLY-FMOC 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
O mesmo raciocínio foi usado para a determinação do tempo de retenção do 








concentrações (2,5; 5,0; 10,0; 20,0 mg L-1) resultou no aparecimento de um pico com 
tempo de retenção de 7,0 minutos (FIGURA 16). 
 
FIGURA 16 – CROMATOGRAMAS REFERENTES A DETERMINAÇÃO DO TEMPO DE RETENÇÃO 
DO PRODUTO DERIVATIZADO AMPA-FMOC 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
4.1.2 Estudo da composição da fase móvel para as análises cromatográficas  
A literatura relata a utilização de tampão fosfato (KH2PO4) e acetonitrila como 
fase móvel na determinação de GLY e AMPA. A composição da fase móvel interfere 
de modo direto no tempo de retenção dos analitos (AGRAFIOTOU et al., 2011), uma 
vez que, compostos em equilíbrios químicos podem existir de formas diferentes em 
determinado meio aquoso (AFSAH-HEJRI et al., 2013). Assim a estrutura do GLY é 
afetada pelo pH do meio, pois este composto apresenta diferentes valores de pkas. 
Dessa forma, a utilização de tampão na fase móvel tem sido utilizada para aumentar 
a sensibilidade, garantindo que os analitos estejam apenas em uma forma molecular 
(COLLINS et al., 2006). Além de controlar o pH do meio, a utilização de tampão 






retenção dos analitos, interferindo em sua constante de ionização (AFSAH-HEJRI et 
al., 2013).  
Dessa forma, iniciou-se os estudos com KH2PO4 0,05 mol/L (pH 5,5):ACN na 
proporção 70:30 com eluição isocrática; primeiramente com o analito GLY. 
Entretanto, como além de GLY-FMOC o derivatizante FMOC-Cl e seu produto de 
reação com água (FMOC-OH) também absorvem radiação e geram picos no 
cromatograma, foi necessário utilizar a eluição por gradiente, para diminuir o tempo 
de análise.  Além disso, haveria o acréscimo de mais um analito na mesma corrida, 
o metabólito AMPA. Algumas condições cromatográficas utilizando gradiente foram 
avaliadas e a condição KH2PO4: acetonitrila (70:30) até 5 minutos, com aumento de 
proporção de acetonitrila a uma razão de 4,5% min-1 até 15 minutos (25:75), 
mantendo nessa condição até o final da análise (20 minutos), foi a condição que 
apresentou melhor resolução para o pico do GLY. Entretanto, com o início do estudo 
do analito AMPA verificou-se que o pico do metabólito não apresentava-se bem 
resolvido e necessitou-se avaliar uma nova condição de gradiente. A melhor 
condição de gradiente avaliada para ambos os analitos foi KH2PO4:ACN (70:30) até 
2 minutos, com aumento de acetonitrila a uma razão de 15% min-1 até 5 minutos 
(25:75), mantendo essa proporção até 17 minutos. Nessa condição os picos 
referentes à GLY e AMPA eluiram com boa resolução, conforme mostrado na 


















FIGURA 17 – CROMATOGRAMA REFERENTE A CONDIÇÃO CROMATOGRÁFICA OTIMIZADA: 
Fase móvel: tampão fosfato 0,05 mol L
-1
 (pH 5,5):acetonitrila, com eluição por gradiente. A 
composição inicial foi KH2PO4:acetonitrila (70:30) até 2 minutos, com aumento de acetonitrila a uma 
razão de 15 % min
-1 
até 5 minutos (25:75), mantendo essa proporção até 17 minutos, com detecção 
no comprimento de onda 206 nm e fluxo de 0,8 mL min
-1
, coluna de fase reversa (C18). 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
TABELA 6 – PARÂMETROS DE IDENTIFICAÇÃO DE CADA COMPOSTO 
 
Composto tR Área Resolução Número de 
pratos 
GLY 3,573 109,2316 24,56 7878 
AMPA 7,053 197,4883 14,11 52507 
FMOC-OH 9,823 648,5776 n.a 21080 
FONTE: A autora (2016). 
 
O estudo da eluição de GLY e AMPA por meio de gradiente permitiu verificar 
o efeito da proporção de ACN na fase móvel, a qual variou de 30 a 75%. Dessa 
forma, a eluição tanto de GLY como de AMPA, a partir da coluna de fase reversa, foi 
mais rápida com porcentagens crescentes de solvente orgânico, resultado o que já 
era esperado para esse tipo de coluna (MADIKIZELA, 2010). Quando a fase móvel 
continha 30% de acetonitrila, observaram-se tempos de retenção mais longos para 
ambos os analitos. Isto significa que a fase móvel era fraca para eluir tanto o GLY 








de acetonitrila aumentou os tempos de retenção para ambos os analitos diminuíram 
(Tabela 7). 
 
TABELA 7 – VARIAÇÃO DOS TEMPOS DE RETENÇÃO COM ALTERAÇÕES DA PORCENTAGEM 
DE ACETONITRILA NA FASE MÓVEL 
 
Acetonitrila (%) Tempo de retenção GLY (min) Tempo de retenção AMPA (min) 
30 3,9 8,7 
55 3,5 7,4 
75 - 7,0 
FONTE: A autora (2016). 
 
4.2 ESTUDO DA REAÇÃO DE DERIVATIZAÇÃO DE GLY E AMPA 
A determinação de GLY e AMPA por meio da técnica de CLAE-UV-Vis ocorre 
devido à reação de derivatização, uma vez que esses analitos não possuem grupos 
cromóforos. 
A reação de derivatização pode ser afetada por alguns fatores como, por 
exemplo, a duração do processo de derivatização (tempo de reação), o tempo de 
homogeneização, o pH do meio reacional, a concentração do tampão borato e a 
concentração do reagente derivatizante (FMOC-Cl), ou seja, a razão molar entre o 
derivatizante e o analito. Nesse estudo somente os fatores tempo de reação e 
concentração de derivatizante foram estudados, pois os outros fatores já estão bem 
estabelecidos na literatura. 
4.2.1 Efeito da razão molar entre GLY:FMOC e AMPA:FMOC 
A razão estequiométrica entre o analito e o reagente de derivatização afeta a 
formação do produto derivatizado. Uma vez que FMOC-Cl não reage somente com 
os analitos presentes em uma amostra, mas também com outras substâncias como 
aminas, aminoácidos e com a água, formando FMOC-OH, um excesso de 
derivatizante deve ser adicionado à amostra. Esses subprodutos formados podem 
interferir nos passos subsequentes da preparação da amostra, dessa forma, sua 
geração deve ser minimizada. Por outro lado, a falta de agente derivatizante pode 
diminuir a formação dos compostos alvo (GLY-FMOC e AMPA-FMOC). Assim, a 




O efeito da razão molar entre GLY:FMOC e AMPA:FMOC nas proporções: 
1:10, 1:25, 1:50 e 1:100 foi investigado. Sendo a resposta avaliada por meio da área 
do pico cromatográfico e observou-se que somente na razão molar 1:10 houve uma 
diminuição de aproximadamente 35% no rendimento da derivatização (Tabela 8). 
Por outro lado, nas outras razões molares a área do pico manteve-se praticamente 
inalterada. Em contrapartida, a área do pico foi ligeiramente maior na razão molar 
1:10 para o produto AMPA:FMOC, mantendo-se constante nas demais razões 
testadas. 
TABELA 8 – EFEITO DA RAZÃO MOLAR ENTRE GLY:FMOC E AMPA:FMOC  
 
Razão Molar Área do pico GLY:FMOC Área do pico AMPA:FMOC 
1:10 19,9280 53,0170 
1:25 30,4436 50,2439 
1:50 29,8398 50,2739 
1:100 31,4770 50,2567 
FONTE: A autora (2016). 
 
A literatura apresenta diferentes resultados referentes a melhor razão molar 
entre GLY:FMOC. Segundo Nedelkoska et al. (2004), a razão molar de 1:1 de 
GLY:FMOC apresenta baixo rendimento do produto formado. Catrinck et al. (2014) 
relataram que a razão 1:5 é eficiente para geração do produto derivatizado, porém 
para Nãsholm et al. (1987) a melhor razão apresenta-se com os valores superiores a 
1:8. Por outro lado, alguns autores relatam a utilização de razões molares bem 
maiores como de 1:200 (MALMER; SCHROEDER, 1990) a 1:105 (MOYE et al., 
1980). 
Considerando que a concentração do derivatizante não deve ser baixa para 
não afetar o rendimento do produto formado, nem muito alta devido ao excesso de 
FMOC-Cl e de seus subprodutos no meio reacional a razão molar 1:25 de GLY-
FMOC e AMPA-FMOC foi definida para os demais experimentos, uma vez que 
proporcionou um bom rendimento do composto alvo. 
4.2.2 Influência do tempo de reação no processo de derivatização  
O tempo de reação no processo de derivatização é um fator importante para 




derivatizadas para que assim possam ser detectados. Dessa forma, o tempo de 
equilíbrio necessário para a reação de derivatização foi avaliado para os analitos 
GLY e AMPA. A Tabela 9 apresenta os tempos de reação avaliados e as respectivas 
áreas dos picos cromatográficos de GLY-FMOC e AMPA-FMOC.  
 
TABELA 9 – TEMPO DE REAÇÃO E ÁREA DO PICO DE GLY-FMOC E AMPA-FMOC 
REFERENTES AO PROCESSO DE DERIVATIZAÇÃO 
 
Tempo de reação  Área do pico GLY Área do pico AMPA 
5 min 3,3479 11,3350 
20 min 6,2539 11,7738 
45 min 6,3546 11,7244 
60 min 6,3511 11,7271 
24 horas 6,2820 11,6287 
FONTE: A autora (2016). 
 
O tempo de reação 5 minutos resultou em um produto derivatizado com área 
de pico aproximadamente 35% inferior ao produto gerado ao final dos demais 
tempos testados, na reação de derivatização entre GLY e FMOC-Cl. Para melhorar o 
rendimento da reação entre GLY e FMOC-Cl foram investigados ainda os tempos de 
20,0; 45,0; 60,0 minutos e 24,0 horas. Como observado na Tabela 8, os tempos de 
reação de 45,0; 60,0 min. e 24,0 horas proporcionaram rendimento comparável ao 
tempo de 20 min. Em contrapartida, para o analito AMPA não houve diferença 
significativa na área do pico em todos os tempos de reação avaliados.  
Os experimentos controle feitos para verificar o efeito de adsorção do produto 
derivatizado indicaram que existe adsorção significativa (dado não mostrado) em 
frascos de vidro, e dessa forma as reações de derivatização foram feitas em frascos 
de polietileno. 
A literatura apresenta valores de tempo de reação que variam de minutos a 
horas. Segundo Báez et al. (2014); Corbera et al. (2006); Hidalgo et al. (2004) e 
Nedelkoska et al. (2004), o tempo de reação de 30 minutos foi suficiente para o 
equilíbrio da reação. Enquanto Hanke et al. (2008) relataram que o tempo ideal para 
o processo de derivatização foi de 2 horas. Já Ibáñez et al. (2006) e Peruzzo et al. 
(2008) utilizaram tempos de equilíbrio de reação de 24 horas. 
Esse tempo de reação se faz necessário para possibilitar a substituição do 




2014). Deste modo, considerando que o estudo feito está condizente com valores 
relatados na literatura foi escolhido o tempo de reação de 20 minutos para os 
demais experimentos.  
 
4.3 AVALIAÇÃO DO PROCEDIMENTO DE EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA  
A avaliação da extração e pré-concentração de GLY e AMPA foi feita testando 
alguns cartuchos e eluentes. Entretanto, apenas a condição que utilizou cartucho 
StrataTM-X- A e o eluente HCl 0,1 mol L-1 apresentou recuperação aceitável. O 
cartucho StrataTM-X- A possui resina polimérica aniônica forte tem sido mais indicado 
para esses analitos. Foram avaliados 2 níveis de concentração dos analitos (5 e 10 
mg L-1) e as recuperações variaram de 83 a 88 % para GLY e de 88 a 91 % para 
AMPA. O teste feito para avaliar a recuperação em conjunto dos dois analitos 
também apresentou bons resultados (83-98 para GLY e 78 a 70 para AMPA) 
(Tabela 10). Os níveis da recuperação alcançados com esse cartucho estão dentro 
da faixa considerada aceitável de 70-120% com coeficiente de variação menor que 
20% (GARP, 1999; SANCO, 2013). 
 
















































FONTE: A autora (2016). 
 
Resultados similares para recuperação de GLY e AMPA utilizando o 
procedimento de EFS com resina de troca iônica foram obtidos por Vreeken et al. 
(1998) com recuperações superiores a 94 % e Corbera et al. (2006) com índices 
maiores que 96 %. Enquanto que Miles et al. (1986) obtiveram recuperações entre 
76 a 111 % para GLY e 80 e 100 %, para AMPA. 
Os resultados dos testes feitos para verificar a pré-concentração (dado não 
mostrado) demonstram que foi possível obter um fator de concentração de 100 




estão em concentrações menores que os limites de detecção instrumentais de 
alguns equipamentos. Assim, a etapa de pré-concentração pelo procedimento EFS 
com troca iônica possibilitou o monitoramento de concentrações de GLY e AMPA em 
águas, permitindo a detecção dos valores máximos estabelecidos pelo CONAMA e 
pelo Ministério da Saúde. 
 
4.4 VALIDAÇÃO DE METODOLOGIA ANALÍTICA PARA DETERMINAÇÃO DE 
GLY E AMPA 
A validação da metodologia analítica para determinação de GLY e AMPA foi 
feita considerando os parâmetros de seletividade, linearidade, precisão, exatidão, 
limite de detecção e limite de quantificação. 
4.4.1 Avaliação da seletividade do método analítico 
A pureza dos picos cromatográficos referentes a GLY e AMPA foi evidenciada 
por meio dos espectros de absorção em diferentes regiões do pico (FIGURA 18). 
Esses espectros obtidos com o auxílio do detector de arranjo de diodos permitem 
verificar a similaridade entre eles, demostrando assim, que os picos referentes a 
GLY e AMPA não estão coeluindo com outras substâncias. 
 
FIGURA 18 – ESPECTROS DE ABSORÇÃO EM DIFERENTES REGIÕES DOS PICOS DE GLY-
FMOC E AMPA-FMOC 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
A seletividade do método foi avaliada também por meio da comparação dos 
cromatogramas referentes à matriz isenta dos analitos (amostra testemunha) 







desses cromatogramas evidencia a seletividade do método, pois nenhum pico foi 
observado no tempo de retenção de GLY (3,5 minutos) e nem do AMPA (7,0 
minutos) na amostra testemunha. 
 
FIGURA 19 – CROMATOGRAMAS REFERENTES A AMOSTRA TESTEMUNHA E DA MATRIZ 
FORTIFICADA COM CONCENTRAÇÃO DE 10,0 mg L
-1
 DE GLY E AMPA 
 
  
FONTE: A autora (2016). 
 
4.4.2 Avaliação da linearidade do método analítico  
 A linearidade permite verificar se os resultados referentes as áreas dos picos 
são proporcionais as concentrações do analito, dentro de uma faixa de aplicação. 
Dessa forma, foram construídas curvas analíticas para ambos os analitos (FIGURA 
















FIGURA 20 – CURVAS ANALÍTICAS PARA O GLY E AMPA. Condições cromatográficas: Fase 
móvel: tampão fosfato 0,05 mol L
-1
 (pH 5,5):acetonitrila, com eluição por gradiente. A composição 
inicial foi KH2PO4:acetonitrila (70:30) até 2 minutos, com aumento de acetonitrila a uma razão de 15 
% min
-1 
até 5 minutos (25:75), mantendo essa proporção até 17 minutos, com detecção no 
comprimento de onda 206 nm e fluxo de 0,8 mL min
-1
, coluna de fase reversa (C18). 
 
 
FONTE: A autora (2016). 
 
TABELA 11 – PARÂMETROS DAS CURVAS ANALÍTICAS PARA ANÁLISE DE GLY E AMPA 
 
Parâmetros  GLY AMPA 
Coeficiente de correlação (r) 0,9996 0,9922 
Equação da reta (y=ax +b) y=3,7357x-2,7783 y=4,7748x+0,4648 
Desvio padrão da regressão 0,3039 0,8540 
Faixa de concentração (mg L
-1
) 1-20  0,5-10 
Número de pontos  5 5 
FONTE: A autora (2016). 
 
O coeficiente de correlação mostra a qualidade de uma curva analítica, pois 
quanto mais próximo o valor for de 1,0 menor tende a dispersão do conjunto de 
pontos experimentais e menor a incerteza dos parâmetros da regressão linear. Logo 
um coeficiente de correlação de 0,99 pode ser considerado como uma relação boa 
dos dados na regressão linear (ANVISA, 2003). Dessa forma, podemos salientar que 
o método analítico apresenta linearidade na faixa estudada, pois para ambos os 
analitos o coeficiente de correlação apresentou valores correspondentes a 0,99. 
4.4.3 Avaliação da precisão do método analítico 
A precisão de um método reflete na proximidade de concordância entre os 




de desvio padrão e desvio padrão relativo ou coeficiente de variação. Os resultados 
dos ensaios de precisão estão apresentados na Tabela 12 para GLY e na Tabela 13 
para AMPA.  
 











































FONTE: A autora (2016). 
 










































FONTE: A autora (2016). 
 
Os experimentos feitos para avaliar a precisão do método por meio da 
repetibilidade demonstraram que existe concordância entre os resultados 
encontrados para os três níveis de concentração avaliados. Os coeficientes de 
variação variaram de 0,45 a 4,81 para GLY e de 0,30 a 0,60 para AMPA, valores 
muito abaixo do que é estabelecido na literatura para análise de traços (20%) 




Carbo et al. (2008), Cerqueira et al. (2011) e Ribeiro et al. (2013) também 
avaliaram a precisão por meio da repetibilidade em métodos analíticos para 
determinação de pesticidas e obtiveram valores inferiores a 18%, resultados 
considerados satisfatórios para análise desses resíduos. 
A repetibilidade é normalmente confundida com precisão instrumental. A 
primeira, como já mencionado, envolve várias medições de algumas soluções 
preparadas da mesma forma a partir de uma única amostra, diferente da precisão 
instrumental, que avalia as medições de injeções repetitivas de uma única solução 
(RIBANI et al., 2004). A precisão instrumental foi verificada nesse trabalho por meio 
da injeção sucessiva de um padrão. Os valores referentes ao CV para tempo de 
retenção e área do pico para GLY e AMPA foram inferiores a 1% (Tabela 14). 
 
TABELA 14 – PRECISÃO INSTRUMENTAL REFERENTE A INJEÇÃO DE PADRÕES DE GLY E 
AMPA  
 
FONTE: A autora (2016). 
 
Observa-se que o equipamento utilizado possui boa precisão instrumental, 
pois tanto os valores de área como os tempos de retenção variaram de forma pouco 
significativa. Valores semelhantes para precisão instrumental, com CV referente ao 
tempo de retenção menor que 1% foram obtidos também na determinação de 
pesticidas utilizando um equipamento equivalente (RIBEIRO et al., 2013). 
Equipamentos modernos de cromatografia líquida apresentam normalmente 
precisão elevada garantindo mais confiabilidade aos dados gerados. 
4.4.4 Avaliação da exatidão do método analítico  
A exatidão tem por finalidade garantir que o valor medido esteja próximo do 
valor declarado e foi avaliada por testes de recuperação. A exatidão do método ficou 
evidenciada por meio das porcentagens de recuperação alcançadas, que variaram 
de 98 a 107% com CV menor que 2% para GLY (Tabela 15), apresentando faixas 
















2,5 3,6080 0,0010 0,0292 7,0418 0,0015 0,1549 




similares para AMPA as quais variaram de 98 a 116% com CV menor que 5% 
(Tabela 16). Esses resultados são considerados excelentes visto que encontram-se 
na faixa de recuperação entre 70-120%, recomendada pelo Grupo de Analistas de 
Resíduos de Pesticidas (GARP, 1999).  
 
TABELA 15 – ENSAIOS DE RECUPERAÇÃO DE GLY EM AMOSTRAS DE ÁGUA 
 














2,2842 107  
107 
 




4,9767 103  
101 
 




11,0664 97  
98 
 
0,77 10,9033 99 
11,0159 98 
FONTE: A autora (2016). 
 
TABELA 16– ENSAIOS DE RECUPERAÇÃO DE AMPA EM AMOSTRAS DE ÁGUA 
 














2,4175 99  
98 
 




3,9723 114  
116 
 




9,1825 117  
115 
 
4,25 9,2212 117 
9,9172 109 
FONTE: A autora (2016) 
 
Trabalhos de Börjesson et al. (2000), Souza et al. (2006) e De Abreu et al. 
(2008) também avaliaram a exatidão de métodos analíticos para determinação de 




semelhantes variando de 103-75% para amostras de água, 102-85% para amostras 
de solo.  
4.4.5 Avaliação do limite de detecção e quantificação do método analítico  
Os limites de detecção e quantificação instrumentais (LDI e LQI) para AMPA 
foram determinados pelo método baseado nos parâmetros da curva analítica, o qual 
é considerado estatisticamente mais confiável. Já o LDI e o LQI para GLY foram 
determinados visualmente, pelo método de diluições sucessivas, comparando-se a 
resposta do branco com as respostas das diluições do ponto inferior da curva 
(Tabela 17). Ressalta-se ainda que os limites de detecção e quantificação da 
metodologia analítica (LDM e LQM) obtidos por meio do procedimento de pré-
concentração estão muito abaixo dos valores máximos permitidos pela legislação 
vigente (Tabela 17). 
 
TABELA 17 – LIMITES DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO PARA GLY E AMPA 
 
Analito LDI (mg L
-1
) LQI (mg L
-1
) LDM (µg L
-1
) LQM (µg L
-1
) 
GLY 1,0 2,5 10,0 25,0 
AMPA 0,6 1,8 6,0 18,0 
FONTE: A autora (2016). 
 
4.4.6 Determinação de GLY e AMPA em amostras de água superficial  
O universo amostral desse estudo foi composto por 25 amostras coletadas 
mensalmente em 5 açudes durante 5 meses. Em todas as análises feitas a 
concentração tanto de GLY como de AMPA ficou abaixo do LD da metodologia. 
Entretanto, em 5 amostras foi possível verificar pico no tempo de retenção do 
GLY. Dessa forma, no intuito de comparar a metodologia proposta com um método 
aplicado por um laboratório credenciado, uma amostra foi enviada para análise. 
Segundo o laudo emitido (ANEXO A) a concentração de GLY+AMPA está abaixo de 
150 µg L-1. O resultado da análise foi condizente com os valores obtidos pela 
metodologia desse estudo, evidenciando assim que o método proposto é eficiente e 
confiável podendo ser utilizado para verificar se as concentrações de GLY e AMPA 
encontram-se dentro dos limites estabelecidos pela legislação brasileira.  




5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Nesse estudo, o desenvolvimento de metodologia analítica para a 
determinação de GLY e AMPA em águas utilizando a técnica de extração em fase 
sólida e derivatização seguida de análise por cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada ao detector de arranjo de diodos foi realizado com êxito. 
GLY e AMPA foram extraídos e pré-concentrados com cartuchos StrataTM -X- 
A e níveis de recuperação de 83-88% e 88-91% foram alcançados, respectivamente. 
O fator de pré-concentração obtido permitiu sensibilidade adequada para a 
verificação dos valores máximos permitidos estabelecidos pela legislação brasileira, 
pois foram alcançados limites de detecção e quantificação de 10,0 e 25,0 µg L-1 para 
GLY e 6,0 e 18,0 µg L-1 para AMPA. Na reação de derivatização as condições que 
demonstraram melhor rendimento foram, razão molar de 1:25 entre GLY:FMOC e 
AMPA:FMOC com tempo de agitação de 5 minutos, tempo de reação de 20 minutos 
em temperatura ambiente. O procedimento de validação do método proporcionou 
confiabilidade analítica as medidas, uma vez que os resultados da avaliação dos 
parâmetros de seletividade, linearidade, precisão, exatidão foram satisfatórios. Em 
todas as amostras de água de açude a concentração tanto de GLY como de AMPA 
ficou abaixo do limite de detecção da metodologia proposta.  
O método proposto para a detecção de resíduos de GLY e AMPA em águas 
apresentou-se como uma alternativa para o monitoramento desses contaminantes, 
principalmente por possibilitar a utilização de um equipamento mais barato e 
disponível comparado com a técnica de cromatografia acoplada ao detector de 
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